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DE 199 32 688 A 1 

Bcschrcibung 

Die vorliegcnde Erfindung bctrifft ncuanigc Bcta-Faltblatt-Protcinc mil ncucn odcr verbessenen spczirischen Hin- 
dungseigenschaften odereiner neuen oder verbessenen katalyiischen Aktivitai sowie Verfahren zur Hcrsiellung dcranig 
5 modifizierter Proteine. 

Antikorper und deren Derivatc werden in viclcn Bcrcichcn dcr humancn und vctcriniiren Thcrapic. Diaenosuk sowic 
beim Monitoring cingeseizt. Ein Problem bei der Nuizung dcr natiirlich vorkommcndcn Antikorper 1st dcrcn Hcrstci- 
iung. Nach wie vor erfolgt die Produkiion dcr Antikorper im Licrischcn Zcllkultursysicm. cin Vcnahrcn. das sehr kesten- 
intensiv ist. Fur einige Anwendungen. wie z. B. die Hcrsiellung von Fusionsprotcincn odcr cin Einsatz in dcr Thcrapic. 

10 dcr eine schnelle Blut-clcarancc und gutc Gewcbcpcnciration notwendig macht. stclit die GroL>c dcr natiirlich vorkom- 
menden Antikorpermolekule ein weiteres Problem dar (Colcher et al., 1998). Rekombinanie Aniikorpermolekulc. wic 
scFv's (Bird et al.. 1988), Minianukorper (Pack und Pluckthun, 1992) odcr bispczifischc Antikorper (Holliccr und Win- 
ter, 1993) sind groBtenteils nur noch aus den antigenbindenden Domanen der Antikorper (VH und VL) aufgebaut. Auf- 
grund ihrer erheblich verringenen GroBe zeigen sie eine verbesserte Gewebepenetraiion und sind auch fur Fusioncn mil 

15 anderen Proteinen besser als vollstandige Antikorper geeignet. Gegeniiber diesen sind rekombinanie Amikdrpertrag- 
mente allerdings oft instabiler, haben geringere Afiinitaten, und sind aufgrund der auszubildenden Disulfidbrucken 
schwer rekombinant herzustellen. Meihoden zur Slabilisierung und verbessenen AtTiniiiit der rekombinanien Antikor- 
perfragmente beinhalien u. a. die Testung verschiedener Linkerpepiide und die Einfuhrung von Disulfidverbriickungen 
(Glockshuber et al., 1990, Cumber el al., 1992, Brinkmann. 1997). 

20 Die Sequenz und Lange der Linkerpepiide kann sowohl die Stabilitat gegenuber Proteasen als auch die Aflmiiat der 
Aniikorperfragmente beeinflussen (Pantoliano el al., 1991). Die Einfuhrung von zusalzlichen Disulfidverbriickungen in 
die konservierten framework-Reg ionen der variablen Domanen kann zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Hitzc 
(Young et al., 1995) und denaiurierenden Agenzien, sowie zu verbessenen Ausbeulen bei heierologer Expression fUhrcn. 
Generell zeigen viele scFv's jedoch eine geringe Stabilitat und neigen bereiis bei 37 n C zur Aggregation. Die Instability 

25 kann ebenfalls durch die Verwendung der allgemeinen Fv- Frag me m-Klonie rung sprimer verursacht werden. durch die 
neue destabilisierende Mutationen eingefiihn werden konnen. Die Produktion der Antikorpertragmenie im bakteriellen 
System erfolgt meist durch Ausschleusen in den periplasmatischen Raum, wobei auch hier Optimierungen hinsichtlich 
des Redoxzustandes bzw. der gleichzeitigen Expression von Fa hung shelf ern moglich sind. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Proteine bereitzustellen. die neue oder verbessenc Bindungsei- 

30 genschaften, beispielsweise antikbrperahnliche Eigenschaften, aufweisen, gleichzeilig jedoch die oben beschriebenen 
Nachteile vollstandiger oder rekombinanter Antikorpermolekule nicht zeigen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt darin. Proteine bereitzustellen. die neue odcr verbessenc cn- 
zymatische bzw. katalytische Eigenschaften zeigen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt in der Schaffung von Verfahren zur Bildung der oben genann- 

35 ten Proteine. 

Die oben genannten Aufgaben werden durch ein Protein mil den in Anspruch 1 gckennzeichneten Mcrkmalcn gctbsi. 
Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Proteine ergibt sich aus dem Anspruch 16. Bcvorzugtc Ausgestal- 
tungen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriichen und der nachfolgendcn Bcschrcibung. 

Durch Veranderung der Oberflache eines Beta-Faltblatt-Proteins werden neuartige. vorher nicht vorhandene Bin- 

40 dungseigenschaften im Protein erzeugt. Diese Bindungseigenschafien werden durch Mutagenesc eines Bcta-Faltblatt- 
Bereiches geschaffen. Die neuartigen Beta-Faltblatt-Proteine sind trotz der dc novo Bindungseigenschafien den Aus- 
gangsproteinen in Struktur und Stabilitat ahnlich. Ausgangsprotcine fiir das Design dcr ncuanigen Bindungsmolekulc 
sind Proteine mit einer uberwiegenden Beta-Faltb]att-Struktur, wie z. B. das Gamma-Krisiallin. cin Strukturprotcin dcr 
Augenlinse. Basierend auf der Kristallstruktur werden z. B. mittels Computeranalyscn Bereichc und Aminosaurcn im 

45 Beta-Faltblatt der Ausgangsproteine ausgewahlu die oberflachenexponiert und damit dem l.osungsmittcl bzw. mogli- 
chen Bindungspartnern zuganglich sind. In dem fur das Ausgangsprotein kodierenden Gen werden diese Bereichc bzw. 
Aminosaurepositionen mit gentechnischen Methoden mutagenisiert. Auf DNA-Ebenc wird so eine Vlclzahl an muticrtcn 
Genen (Bank oder Bibliothek), die fur die unterschiedlichen Beta-Faltblati-Protcin-Mutanten kodicrcn, hcrgcstcllt. Die 
Isolierung von Mutanten mit neuartigen, gewiinschten Bindungseigenschafien erfolgt mil Hilfc eines gecigncten Sclck- 

50 tionssystems, wie z. B. dem Phage Display System. Beim Phage Display wird die Gesamtheit der crstellien Protein- Mu- 
tanten auf der Oberflache von Bakteriophagen exponiert (Phage Display-Bank). Diese rckombinanten Phagen werden 
hinsichtlich ihrer Bindung an die gewiinschten Zielmolekiile untersucht. Phagen, die auf ihrer Oberflache Bcta-Faltblali- 
Mutanten mit einer spezifischen Bindung zum Zielmolekul exponieren, werden durch wiederholtes Screening angcrci- 
chert und isoliert. Gene, die fur bindende Beta-Faltblatt-Mutanten kodieren, werden von den Phagen crhaltcn und in ci- 

55 nem geeigneten Expressionssystem, wie z. B. E. coli. exprimien. Mit dem beschriebenen Verfahren gclingt cs ubcrra- 
schenderweise, aus Beta-Faltblatt- Proteinen, welche keinerlei spezifische Bindungseigenschafien aufweisen, spczifisch 
bindende Proteine herzustellen, wobei Mutanten mit der gewiinschten Spezifitat aus der Bibliothek durch Anwcndung ei- 
nes geeigneten Screeningverfahrens isolien werden. In Abhangigkcit von den Eigenschaften des Ausgangsprotcins ha- 
ben die mit dem beschriebenen System ersielJien Beta-Faltblati-Mutanien z. B. gegenuber Antikorpcrn und rckombinan- 

60 ten Antikorperfragmenten Vorteile hinsichtlich der GroBe, Siabilitai und funkuoncll aktivcr Produkiion im hctcrologcn, 
vorzugsweise bakteriellen System. Diese verbessenen Eigenschaften dcr neuanigen Bcta-Faltblail-Muianten cnnogli- 
chen es, z. B. Antikorper, rekombinante Aniikorperfragmente oder katalytische Antikorper zu ersetzen sowic ganz neue 
Anwendungsbereiche zu erschlieBen. 

Die erfindungsgemaBe Losung beispielsweise der dargestelllen Antikbrperproblematik liegt im Design von Proicincn 

65 mit jeweils spezifischen Bindungseigenschafien, die eine hohe Stabilitat gegenuber geringen pH-Wcrtcn, denaturicrcn- 
den Agenzien und erhohter Temperatur aufweisen, d. h. die Bedingungen standhalien, bei denen Antikorper insiabil sind. 
Die Schaffung von Proteinen mit Beta-Faltblait-Siruktur mit anukorperahnlichen Bindungseigenschafien ist abcr nur ein 
mogliches Anwendungsgebiet der vorliegenden Erfindung. Weitere Anwendungsmoglichkeitcn erschlieBen sich bei- 
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spielsweise bei der Schaffung von Beta-Faltblatt-Proteincn rait neuen katalyuschcn Eigenschaften. z. B. Rcsistenzciccn- 
schaften und fluoreszierenden Eigenschaften. Ein Beispiel fur ein Protein, dessen fluorcszierende Eigenschaften vcran- 
derbar sind, ist das GFP. Kleinc Protcine mil eincr naiiirlichcrwcisc hohcn Siabilitat sind fur das Design besonders ge- 
eigneu Durch Veranderung ihrer Oberflache wurden erfindungsgemaB, unter Beibehaltung der Siabilitat, bcispielhaii 
neue spezifische Bindungseigenschaften im Protein erzeugt. 

ErfindungsgemaB wurden als eine mogliche Klasse stabilcr Protcine bcispiclhaft Kristallinc ausgewahlt. Kristalline. 
die Strukturproteine der Augenlinsen, unterliegcn ublicherweisc kcinem zcllularcn "turnover" und wciscn dcmzutolgc 
auch auBerordentliche Stabibtatseigenschaften auf (Mandel et al., 1987, RudolpH ct ah, 1990). Gamma- Kristallinc. cine 
Klasse der Kristalline bei Vertebraten, sind monomere Proteine mit eincr Molckularmasse von ctwa 22 kDa. Das Haunt- 
strukturmotiv der Gamma- Kristalline ist das antiparallclc Beta-Faltblatt (Hazes und Hoi. 1992, Richardson el al.. 1992. 
Hernmingsen et al., 1994). Gamma- Kristalline bestehen aus zwei sehr ahnlichen globularen Domanen. einer N- und eincr 
C-terminalen Domane, die miteinander durch ein V-fdrmiges Linkerpcpud verbunden sind. Das fur Gamma- Kristalline 
charakterisusche Faltungsmuster CGreek-Key"-Mouv, Slingsby, 1985, Wistow und Piaugorsky, 19SS) ist hochstwahr- 
scheinlich die Ursache fiir die belrachtliche Thermostability sowie die Siabilitat gegeniiber Denaiurierungsimiieln 
(Mandal et al., 1987). Das Gamma-II-Kristallin aus Kalberaugen ist ein 21 kDa-Protein mit fur seine GroBe ungewohn- 
lich vielen (7) Cysteinen, die unter physiologischen Bedingungen reduzieri vorliegen. 

Gamma-II-Kristallin weist im normal gefalteten Zustand keinerlei Bindungseigenschaften auf. Die erfindungsgeinaBe 
Veranderung (Mutagenese) einer ausgewahlten, losungsrnittelexponierten Region dieses Proteins, die aus dern Struktur- 
motiv des Beta-Faltblattes bestehl, fuhrte uberraschenderweise zur Veranderung der Oberflachenslruklur und dem La- 
dungsmuster des Proteins und somil zur Hersteliung neuer Bindungseigenschaften. Dabei wurden nur Bereiche oder 
Ajninosaurepositionen ausgewahlt, die nicht maBgeblich an der Strukturerhaltung des Proteins beteiligl sind. Die Muta- 
genese eines kleinen Beta-Faltblatt-Proteins (Riddle et al., 1997) hat gezeigu daB Proteine trotz erheblicher Sequenzan- 
derungen zu einem hohen Prozentsaiz korrekt die nauve Slruktur des Beta-Faltblatts ausbilden konnen. 

Ansatze zur Mutagenese von bestimmten Proteinbereichen mit dem Ziel der Isolierung von Molekulen mit verbesser- 
ten oder neuen Bindungseigenschaften existierten bereits fur rekombi name Antikorperfragiiiente (Nissim et a!., 1994, de 
Kruifet al., 1995), fur Proteine mit bereits vorhandenen Bindungseigenschaften (Rezeptoren, Inhibitorproteine, DNA- 
bindende Proteine) sowie fur peptide Ubraries (Cortese et al., 1995, Haaparanta und Huse 1995, McConell et al.. 1996). 
Im Falle der AnUkorper werden nur die antigenbindenden Domanen, die als loop-Regionen vorliegen. mutagenisiert. 
Dies ist ebenfalls fur die meisten anderen Proteine, wie z. B. Tendamistat (McConell und Hoess, 1995) oder Cytochrom 
b 567 (Ku und Schultz, 1995), der Fall. Auch hier werden loop-Regionen mutagenisiert. Beispiele fur Mulagenesen in al- 
pha-Helices sind die Z-Domane vom Protein A (Nord et al., 1997) und die Zinkfingerdomane CP-1 (Choo und Klug, 
1995). Bei den bisherigen Mutagenesen wurde lediglich die Spezifitat der Bindung veranderU wobei immcr von Protci- 
nen mit bereits vorhandenen Bindungseigenschaften ausgegangen wurde. In keinem Fall wurde ein Protein ohnc Bin- 
dungseigenschaften verwendet, noch wurde ein Beta-Faltblatt-Strukturmotiv gezielt veriinden. Bei dem hier beschriebe- 
nen Verfahren wurde erstmals an einem Protein ohne jegliche Bindungseigenschaften in dem starren Bereich des Beta- 
Faltblatts eine gezielte Mutagenese durchgeftihrt. Dadurch wurde unerwarteterweise ein Proiein mit erheblicher Siabili- 
tat und mit spezifischen Bindungseigenschaften, vergleichbar mit Antikorpermolekulen. erzeugt. 

Als geeignetes System fur die Isolierung mutagenisierter Beta-Faltblatt-Proteine mit neu cntstandenen Bindungsei- 
genschaften dient das Phage Display-System. Das System ermoglicht ein sehr effizientes Screening eines groBcn Reper- 
toires an Proteinvarianten auf spezifische Bindungseigenschaften (Smith, 1985). Dabei wird jeweils cine Proiein varianlc 
auf der Oberflache eines filamentosen Phagen dargestellt und kann mit den Zielmolekiilen. die an einer Fcstphase immo- 
bilisiert sind, in Wechselwirkung treten. An das Zielmolekul bindende Proteine konnen durch Elution der Phagen crhal- 
ten werden. Nach Isolierung der Phagen-DNA kann die DNA-Sequenz der spezifisch bindenden Proieinvariantcn be- 
sdmmt werden. Neben dem Phage Display System konnen auch andere Selektions-Systeme, wie z. B. das Baktericn-Dis- 
play (Stahl und Uhlen, 1997) oder das Ri'bosomen-Display (Hanes et al., 1997), Anwendung finden. 

Mit der beschriebenen Erfindung gelingt es uberraschenderweise, beispielsweise das sehr stabile Bcta-Faltblait-Pro- 
tein Gamma-II-Kristallin durch gezielte ortsspezifische Mutagenese im Beta-Faltblatt an der Oberflache so zu verandem, 
daB aus dem nicht-bindenden Protein ein Protein mil spezifischen Bindungseigenschaften entsicht. Durch cine Randomi- 
sierung von acht Arninosaureposilionen erfolgt damit erstmals eine Mutagenese in einem Gerusimoickul inncrhalb eines 
relativ starren Bereich des Proteins. Somit wird aus dem Beta-Faltblatt-Protein Gamma-II-Krisiallin eine bczuglich ihrer 
spezifischen Bindungseigenschaften "antikorperahnliche" Proteinspezies hergesteilt. Gamma-n-Kristallin oder andere 
kleine, sUbile Beta-Faltblatt-Proteine konnen mit dem beschriebenen Verfahren generell als neuanige Gcriistmolekulc 
fiir das Design neuartiger Bindungseigenschaften verwendet werden. Die modellierten Beta-Faltblatt-Proteine konnen 
z. B. rekombinante Antikorper in verschiedenen Applikationen ersetzen. Aufgrund ihrer relativ gcringen (JroBe (20 kDa) 
eignen sie sich als Fusionspartner fur andere funktionelle Proteine (Hersteliung multifunktioneller Protcine). Weiicrc 
Einsatzmoglichkeiten liegen in der Gentherapie, wo sie als Module fur das zellspezifische Targeting der genthcrapcuti- 
schen Vektoren Verwendung finden konnen, und in der intrazellularen Immunisierung. Weiterhin konnen Bcta-Faltblatt- 
Mutanten mit katalytischen Eigenschaften in Anwendungsbereichen der Enzyme eingesctzt werden. Die Stabilitat der 
neuaitigen Bindungsproteine ermoglicht zudem Anwendungen, die derzeit mit rckombinanten Antikorpcrn nicht durch- 
fuhrbar sind, z. B. in der humanmedizinischen und veterinarmedizinischen Diagnostik und Therapic, der Bioscnsorik 
und der Bioseparation. Weitere Anwendungsgebiete sind allgemein die Pharma- und Kosmctikindusiric sowie die 
S chads toff analyse und -beseitigung. 

Nachfolgend werden einige bevorzugte Ausgestaltungsformen der Erfindung beschrieben. 

Die erfindungsgemaB zur Mutagenese ausgewahlten Proteine mit Beta-Faltblatt-Struktur weisen entwedcr kcine Bin- 
dungseigenschaften oder keine katalytische bzw. enzymatische Aktivitat auf oder eine solche Aktivitat oder solchc Bin- 
dungseigenschaften, daB eine Verbesserung wunschenswert erscheint. 

Proteine mit Beta-Faltblatt-Struktur sind bekanni. Ein Beispiel fur eine Proteinklasse mit Beta-Faltblatt sind die Kri- 
stalline, insbesondere die Alpha-, Beta- und Gammakristalline. Grundsatzlich einsetzbar sind Kristalline aus alien Ticr- 
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arten, beispielsweise aus Wirbelticren, Nagem. Vogeln und Fischcn. Weitcrc Bcispiclc fur Protcinc mit Beta-Faltblatt- 
Struktur, die erfindungsgemaB mutagenisierbar sind. sind: Spheruline. Hitzestre6proteine. KaUteschockprotcinc. Betu- 
Hetix-Proteine, Lipocalinc, Certinc oder Transkripuonsfaktorcn. Hbroncctinc. GFP, NGF, Tcndamistat ode: Lyso/yni. 
ErfindungsgemaB mulagenisiert werden z. B. einzelne Untereinheiten oder Domanen dieser Proteine, bspw. der Kristal- 

5 line, mit Beta-Faltblatt-Struktur. 

Unter den Kristallinen ist besonders bevorzugt das Gamma- Kristallin zu nenncn. von dem erfindungsgemaB bcispicl- 
haft gezeigt werden konnte, daB dessen Beta-Faltblatt-Struktur so abgcandcrt. d. h. mutagenisien werden kann. daB ncuc 
spezifische Bindungseigenschaften oder neuc kataiytische Akuviiatcn entstchen, die z. B. cincm Antikorpcmiolekiil vcr- 
gleichbar sind. Ein Beispiel fur ein Gamma-Kristallin ist das Gamma- II- Kristallin. 

10 Beispiele fur Bcta-Hehx-Proteine finden sich u. a. in Jenkins J. ct al„ J. Struct. Biol. 1998. 122 0--): 23o-4o. Pickers- 
gill, R. et al., J. Biol. Chem. 1998, 273 (38), 2460CM und Raetz C. R. ei al.. Science 1995. 270 (523S), 997-1000. 

Die Beta-Faltblatt-Struktur ist dadurch definiert, daB sic im wesentlichen plattcnfbrmig und fast vollig gestrcckt vor- 
liegt. Im Gegensatz zu alpha- Helices, die aus einem kontinuierlichen Teil der Polypeptidkette gebildet werden. konnen 
Beta-Faltblatter aus verschiedenen Regionen der Polypeptidkette aufgebaut sein. Dadurch konnen in 'der Primarstruktur 

15 weiter auseinanderliegende Bereiche in unmittelbare Nahe gelangen. Ein Beta-Strang ist normalerwcise 5-10 Amino- 
sauren lang und liegt fast vollig gestreckt vor Die Beta-Strange liegen so eng beieinander, dafi sich WasserstolTbrucken 
zwischen der C=OGruppe des einen und der NH-Gruppe des anderen Strangs bzw. umgekehrt ausbildcn. Beta-Faltblat- 
ter konnen aus mehreren Strangen aufgebaut sein und haben eine plattenformige Struktur. Dabei liegl das C-alpha-Alom 
immer abwechselnd uber oder unter der plattenformigen Ebene. Die Seitenketten der Aminosauren folgen diesem Mu- 

20 ster und sind somit alternativ einmal nach oben und einmal nach unten gerichtei. Je nach Orientierung der Bel a- Strange 
unterscheidel man parallele und antiparallele Faltblatter. ErfindungsgemaB konnen beide mulagenisiert und zur Hcrsiel- 
lung der beanspruchten Proteine eingesetzt werden. 

Zur Mutagenese der Beta-Faltblatt-Struktur werden solche Beia-Fallblalt-Regionen im Protein ausgewahli, die ober- 
flachennah sind. Oberflachenexponierte Aminosauren konnen anhand der vorhandenen Ronteenkristalistruktur identifi- 

25 ziert werden. Liegt keine Kristallstruktur vor, so kann mittels Computeranalysen versucht werden, anhand der vorliegen- 
den Primarstruktur oberflachenexponierte Beta-Faltblattbereiche und die Zuganglichkeit einzelner Aminosaureposiuo- 
nen vorherzusagen (www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html) oder die 3d-Proteinstruktur zu model- 
lieren (www.expasy.ch/swissmo/SWISS-MODEL.html) und damit Aussagen uber moglicherweise oberflachenexpo- 
nierte Aminosauren zu gewinnen. 

30 Es sind aber auch Mutagenesen im Beta-Faitblatt moglich. bei denen eine zeitaufwendige Vbrauswahl der zu mutage- 
nisierenden Aminosaurepositionen entfallt. Diejenigen DNA-Bereiche, die fur die Beta-Faltblatt-Strukturen kodieren, 
werden aus ihrer DNA-Umgebung isoliert, einer zufallsgesteuerten Mutagenisierung unterzogen und anschlieBend wie- 
der in die fur das Protein kodierende DNA, aus der sie zuvor entnommen wurden, integriert. Hieran schlieBt sich ein Se- 
lektionsverfahren auf Mutanten mit den gewunschten Bindungseigenschaften und/oder kaialytischen Eigcnschaftcn an. 

35 In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden, wie oben bereits ausgefuhrt, die oberflachennahen Beta- 
Faltblatt-Regionen ausgewahlt und innerhalb dieser ausgewahhen Regionen die zu mutagenisierenden Aminosaurepos- 
itionen identifiziert. Diese so ausgewahlten Aminosaurepositionen konnen dann auf DNA-Ebcne entweder ziclgcrichtet 
mutagenisiert werden, d. h. ein fur eine bestimmte Aminosaure kodierendes Codon wird durch ein Codon auscctauschi, 
das fiireine andere, vorher ausgewahlte spezifische Aminosaure kodiert, oder dieser Austausch erfolgt ini Rahmcn einer 

40 Random-Mutagenese, wobei die auszutauschende Aminosaureposition festgelegt ist. nichl dagegen das fur die ncuc, 
noch unbestimmte Aminosaure kodierende Codon. 

Oberflachenexponierte Aminosauren sind dem umgebenden lAsungsmitiel zuganglich. Bei einer Zuganglichkeit der 
Aminosauren im Protein von mehr als 8% im Vergleich zur Zuganglichkeit der Aminosaure im Model Itripcplid Gly-X- 
Gly sprechen wir von oberflachenexponierten Aminosauren. Diese Proleinbereiche bzw einzelne Aminosaurepositionen 

45 sind auch bevorzugte Bindungsstellen fur mogliche Bindungspartner, auf welche erfindungsgemaB sclckticrt werden 
soli. Bei den Bindungspartnem kann es sich beispielsweise urn Antigene oder Substrate oder Substrat-Ubcrgangszu- 
standsanaloga handeln. 

ErfindungsgemaB konnen praktisch alle Proteine mutagenisiert werden, die an der Obcrflache licgendc. einem Lo- 
sungsmittel oder einem Bindungspartner zugangliche Beta-Faltblatt-Strukturen zeigen. Hierbei kommen vorwicgend 
50 solche Proteine in Betracht, die besonders stabil sind, d. h. z. B. gegen Denaturicrung resistent sind oder ausreichend 
"klein" sind. 

Unter "Mutagenisierung" ist erfindungsgemaB die Veranderung einer oder mehrercr obcrflachcncxponicrtcr Amino- 
sauren in der Polypeptidkette mit Beta-Faltblatt-Struktur zu verstehen. Hierunter fallen beispielsweise Aminosauresub- 
stitutionen, wobei eine Aminosaure mit bestimmten Eigenschaften in Bezug auf ihre Polaritat, Ladung. Loslichkcit, Hy- 

55 drophobizitat oder Hydrophilizitat durch eine Aminosaure mil einer anderen Eigenschaft ersetzt wird, beispielsweise 
also eine nicht polare hydrophobe Aminosaure durch eine polare Aminosaure, eine negativ geladenc Aminosaure durch 
eine positiv geladene Aminosaure usw. Der Ausdruck "Mutagenisierung" umfaBt auch Insertioncn und Dclctioncn. \for- 
aussetzung ist dabei, daB die Mutationen oberflachenexponierte Aminosauren in mindestens zwei oberflachenexponier- 
ten Beta-Strangen eines oberflachenexponierten Beta-Faltblatts umfassen. Die Mulauonen werden geziclt an cinzclnen 

60 Aminosaurepositionen im Beta-Faltblatt oder in ausgewahlten Bereichen des Beta-Fallblails gesetzi. Die Mutagcnisic- 
rungen konnen in einem Bereich oder in mehreren Bereichen der Beia-Faltblatt-Slruktur vorlicgcn. Die Nfcranderungcn 
konnen benachbarte Aminosauren oder weiter entfernt voneinander liegende Aminosauren im Beta-Faltblatt umfassen. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Mutagenese durch Assemblierung von DNA-Oligonuklcoiidcn 
mit dem Aminosaure-Codon NNK. Selbstverstandlich sind auch andere Codons (Tripletts) einsetzbar. 

65 Die Mutationen sind so, daB die Beta-Faltblatt-Struktur erhalien bleibt. Generell findet die Mutagenese an der AuBen- 
seite eines stabilen, an der Oberflache des Proteines exponierten Beta-Faltblatt-Bereiches siatt. Sie umfaBt sowohl siie- 
spezifische als auch zufallsgesteuerte Mutagenisierungen. Ortsspezifische Mutagenesen, die einen relativ klcincn Be- 
reich in der Primarstruktur umfassen (ca. 3-5 Aminosauren), konnen mit den kommerziell angebotenen Kits von Strata- 
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gene (QuickChange) oder Bio-Rad (Muta-Gene phagemid in viiro mutagenesis kit) durchgefuhrt werden ivgl. US-A- 
5,789,166; US-A-4,873,192). 

Bei groBeren Bereichen einer ortsspezifischen Mutagenese muB cine DNA-Kassctic hcrgesicllt werden, wobci dcr zu 
mutagenisierende Bereich durch Assemblierung von Oligonukleouden. die die muuerten und die nicht verandertcn Po- 
sitionen enlhalten, erhalten wird (Nord et al., 1997; McConcll und Hocss, 1995). Zufallsgesicucrtc Muiagcncscn konncn 
durch Vermebrung der DNA in Mutator- Stammen oder durch cine PCR- Amplification (crrorpronc-PCR) cingefuhrt wcr- 
den (z. B. Pannekoek et al., 1993). Dabei wird cine Polymerase mit crhohtcr Fchlerratc verwendet. Urn den Grad dcr cin- 
gefuhrten Mutagenese zu erhohen, bzw. untcrschicdlichc Mutationcn zu kombinicrcn, konncn die Mutationcn in den 
PCR-Fragmenten mittels DNA shuffling (Stemmcr. 1994) kombinicn werden. Fine Ubcrsicht iibcr dicsc Mutagenesc- 
strategien bei Enzvmcn bictet das Review von Kuchncr und Arnold (1997 l. Urn dicsc zutailsgesieucnc Mutagcncsc in c:- 
nem ausgewahlten DNA-Bereich durchzufuhren, muB ebenfalls eine DNA-Kassetie konstruiert werden, die fur die Mu- 
tagenese genutzt wird. 

Die im Mutageneseschritt erhaltenen DNA-Molekiile werden in einem geeigneten Expressionssystem cxpnnuert. Be- 
vorzugt sind solche Expressionssysteme, die die nachfolgende Selekuon und Isoiierung von Muianicn mil den ge- 
wiinschten Bindungseigenschaften und/oder der gewunschten katalytischen bzw. enzymatischen Aktivitat erleiehtern. 
Derartige Expressions vektoren und Expressionssysteme sind dem Fachmann bekannt und wurden bereits vorstehend na- 
her beschrieben. Es ist selbstverstandlich moglich. auch andere Expressionssysteme einzusetzen. die die eriindungsge- 
maBe Selekuon auf Mulanten mit spezifischen Eigenschaften bzw. Aktivitaten erlauben. 

Bevorzugt wird zur Expression und Selektion das Phage-display-System eingesetzt, bei dem die Gesamtheit der aut 
DNA-Niveau erstellten Mutanten in ein Phagemid kloniert und auf der Oberfliiche von Phagen exprirniert wird. Bei Pro- 
teinen mit reduzierten Cysteinen kann in einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsfonn der Erfindung zur Vfcrbesse- 
rung der Exposition und Selekuon der Mutanten GSH zugegeben werden. 

Die Erfindung erfaBl die mutagenisierten Proteine, DNA-Molekiile, hiervon abgeleitele RNA-Molekule und funklio- 
nelle Teile hiervon, welche fur ein Protein mit einer mutagenisierten Beta-Faltblalt-Struktur kodieren. das zu einer neuen 
oder verbesserten Bindung an einen gewunschten Bindungspartner oder zu einer neuen oder verbesserten katalytischen 
Aktivitat mit einem Substrat befahigt ist. Der Ausdruck "njnktionelle Teile" bezieht sich auf Untereinheiten, Domancn. 
und Epitope des Proteins mit Beta-Faltblatt-Struktur, die erfindungsgemaB mutagenisiert wurden und die die gewunsch- 
ten Bindungseigenschaften und Aktivitaten besitzen bzw. hierfur mitverantwortlich sind. 

Die Selektion und Isoiierung von Mutanten mit den gewunschten Bindungseigenschaften und/oder den gewunschten 
katalytischen Aktivitaten erfolgt in an sich bekannter Weise. Beispiele fur Selektionsverfahren und Isolierungsverfahren 
auf Mutanten mit neuen bzw. verbesserten Bindungseigenschaften und neuen oder verbesserten katalytischen Aktivita- 
ten sind nachfolgend beschrieben: 

Bei der Selekuon auf gewiinschte Bindungseigenschaften werden die mutierten Proteine bzw. die funktionellcn Teile 
hiervon mit ihren Bindungspartnern in Kontakt gebracht. Durch geeignete Nachwcisverfahrcn werden Mutanten mil den 
gewunschten Bindungseigenschaften selektiert. 

Bei der Selektion auf katalytische Aktivitat werden die mutierten Proteine oder funktionelle Teile hiervon mil den 
Substraten in Verbindung gebracht und anschlieBend durch geeignete Nachweismethoden auf die gcwunschlc enzymaii- 
sche Akuvitat selektiert. 

Eine Selektion auf katalytische Aktivitat kann in mehreren Ansiitzen erfolgen: 

1 . Phage Display: 

Kopplung von Ubergangszustandsanaloga an eine Festphase und Selektion dcr Mutantenbank dagegen. Diese Substan- 
zen sind Analoga zu Ubergangszustanden des Substrates, die normalerweise bei einem enzymatischen Umsalz cincs 
Substrates zum Produkt enlstehen (Substrat-Ubergangszustandsprodukt). Dafur muB der Ubcrgangszustand des Substra- 
tes allerdings aufgeklart sein. Es ist auch moglich. ein Screening auf Bindung des Substrates durchzufuhrcn. 

2. ohne Phage Display: 

Klonierung der Mutanten in ein bakterielles Expressionssystem und Ausplattieren dcr rekombinanten Bakterien zum Bil- 
dung von Einzelkolonien. Das muuerte Protein kann in den Bakterien durch Zugabe von Induktoren (z. B. FFTG) zum 
Nahrmedium exprirniert werden. Das Nahrmedium muB weitcrhin das Substrat enthaltcn, auf dessen Umsaiz gcscrccni 
werden soli. Das Substrat muB bei Umsatz ein identifizierbares. z. B. farbiges Produkt bilden. Die Bakterien. die eine 
Mutante exprimieren, die das Substrat im Nahrmedium umsetzt, erhalten dadurch eine andere Farbe. Ein Bcispiel ware 
das Screening auf Beta-Galactosidase- Aktivitat und der Umsatz von X-Gal (Blaufarbung) (Zhang et al., 1997). 

3. Dem Fachmann sind auch weitere Nachweisverfahren bekannt: 

Neben der Variante der Farbbildung konnten z. B. Protein mutanten selektiert werden, die cine ncuc Resistcnz vcrmittcln 
(Zugabe von Antibiouka zum Nahrmedium) oder die ein Wachstum auf minimalcn Nahrmedien ermbglichen. auf denen 
das "normale" Bakterium nicht wachst. Hier kann der selektive Wachstumsvorteil der Bakterien mit der neuen Proiein- 
mutante ausgenutzt werden (Crameri et al., 1997). 

4. Expression und Sekretion der mutierten Proteine: 

z. B. in Bakterien, Gewinnung der tiberstande und Priifung auf die gewiinschte, zu selekticrcndc enzymatische Aktivitat 
(You und Arnold, 1996). Die vorliegende Erfindung lost somit das Problem dcr SchafTung von Proteinen mit neuen Bin- 
dungseigenschaften oder neuen katalytischen Eigenschaften dadurch. daB Proteine mit Beta-Faltblatt-Strukturcn in die- 
sem Strukturmotiv mutagenisiert werden. Es wird auf solche Proteine selektiert, die die gewunschten neuen oder verbes- 
serten Bindungseigenschaften oder die gewunschten neuen oder verbesserten enzymatischen bzw. katalytischen Aktivi- 
taten besitzen. Durch das erfindungsgemaBe System ist es sogar moglich, Beta-Faltblatt- Proteine, die kcine Bindungsei- 
genschaften od^r keine enzymatischen Eigenschaften besitzen, so zu verandem, daB sie nach Mutagcnisicrung im Beta- 
Faltblatt Bindungseigenschaften oder katalytische Eigenschaften erhalten. 

Unter "Bindungseigenschaften" ist erfindungsgemaB beispielsweise die spezifische Affinitat eines Antigens mit einem 
Antikorper zu verstehen. Nach der erfindungsgemaB durchgefuhrten Mutagenese besitzt das Bcta-Faltblau-Protcin damil 
antikorperahnliche Eigenschaften und vereinigt in sich die Vorteile der hohen Bindungsspezifitat eines Antikorpcrs mil 
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den vorteilhaften Stabilitatscigenschaften eines Beta-Faliblati-Protcins. Die crfindungsgcmaB hcrgcstclltcn Bcta-Falt- 
blatt-Proteine mil anukorperannlichen Eigenschafien konnen auch eine katalytische Funktion besiizen. 

Der erfindungsgemaBe Losungsvorschfag crmoglicht abcr auch die SchafJune von Proicincn mit Bcia-Faltblatt-Struk- 
tur mit neuen oder verbesserten katalytischen Aktivitaten. Auch die Verbesserung weiterer Proteineieenschaftcn. z. B. 

5 der fiuoreszierenden Eigenschafien beim GFP, ware moglich. 

ErfindungsgemaB wird unter "Protein mit einer neuen spezifischen Eigcnschafi" cxlcr "mil cincr neuen katalytischen 
Aktivitat" ein Protein verstanden, welches vorher kcinc spczifischc Bindungscigcnschaft odcr kcinc kaialyiischc Aktivi- 
tat besaB und durch die gezielte Mutagenisicrung obcrflachcncxponicrtcr Aminosauren in mindestens zwei oberflachen- 
exponienen Beta-Sirangen eines oberflachenexponierten Bcia-Faltblatts nunmchrcinc spczifischc Bindunesciecnschan 

10 oder eine katalvusche Aktivitat oder eine Kombination aus beiden besitzt. Hicruntcr fallen abcr auch Protcine. die berens 
vor der Mutagenisierung eine spezifische Bindungseigcnschaft oder eine katalvusche Aktivitat aufwiesen und nach der 
Mutagenisierung im Beta-Faltblatt eine weitere, zusatzhchc spczifischc Bindungscigcnschaft und/odcr katalytische Ak- 
tivitat besitzen. Es ist selbstverstandlich auch moglich, daB ein Protein mit einer spezifischen Bindungseigenschaii nun- 
mehr eine katalvtische Aktivitat aufweist oder umgekehrt. 

15 Von der Erfindung umfaBt werden weiterhin solche Proteine. die bereits eine spezifische Bindungseigenschatt unci/ 
oder eine enzymausche bzw. katalytische Aktivitat besiizen und die nach der Mutagenisierung oberflachenexpomerier 
Aminosaurenin mindestens zwei oberflachenexponierten Beta-Sirangen eines oberflachenexponierten Beia-FaltblatLs 
eine Verbesserung, allgemeiner ausgedriickt. eine Veriinderung ihrer spezifischen Bindungseigenschaften und/cxier lhrer 
katalytischen Aktivitat erhalien. 

•>0 Das erfindungsgemaBe Verfahren und die hierdurch hergesteUien Proteine unterscheiden sich auch insotern von Pro- 
teinen und Verfahren aus dem Stand der Technik, bei denen die Beta-Faliblati-Siruktur durch Random-Mulagenisierun- 
gen verandert wurden, die nicht gezielt auf die Beta-Faltblatt- Struktur ausgerichtet waren, sondern auf das gesamte Pro- 
tein und insbesondere nicht zielgerichtet auf oberflachenexponierte Aminosauren in mindestens zwei oberflachenexpo- 
nierten Beta-Strangen eines oberflachenexponierten Beta-Faltblatts gerichtet waren oder derartige oberflachenexponierte 

25 Aminosauren betrafen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung, die nachfolgend beispielhaft beschneben wird. wurde als cm 
Beispiel eines Proteins mit Beta-Faltblatt-Struktur das Gamma-Kristallin als Ausgangspunkt fur die Mutagcnese ge- 
wahlt. Hierbei wurden zunachst durch Strukturuntersuchungen oberflachenexponierte Aminosaurepositionen ausge- 
wahlt und durch an sich bekannte Mutagenisierungsmethoden mutagenisiert. Die erhaltenen Mutanten wurden in einem 

30 geeigneten, ebenfaUs bekannten Expressionssystem exprimiert. Die Selektion richtete sich auf solche Mutanten, deren 
oberflachenexponierte Aminosauren im Beta-Faltblatt des Gamma-Kristallins eine spezifische Bindung an das Antigen 
BSA-Estradiol-17-Hemisuccinat zeigten. Es wurden zwar mehrere Mutanten mit der gewlinschtcn Bindungseigcnschaft 
isoliert, allerdings tragi nur eine die erwarteten Aminosaureaustausche. Es wurde damit ein antikorperahnliches. nichl 
Immunglobulin-Molekiil erhalten, welches auf dem Ausgangsprotein Gamma-Kristallin basieri. 

35 Durch das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Herstellung einer in der Tat riesigen Vielzahl von Mutanten moglich, 
Bereits die Mutagenese von acht Aminosaurepositionen ermoglicht die Bildung von 2,6 x 10 1 verschiedenen Protcin- 
spezies, die auf die gewiinschten Bindungseigenschaften und katalytischen Aktivitaten hin untersucht werden konnen. 

Die erhaltenen muuerten Gene konnen in geeigneten Systemen vermehrt und die Proteine exprimiert werden. Geeig- 
nete Expressionssysteme sind prokaryontische oder eukaryontische Systeme. Die fur das muticrlc Protein kodicrendc 

40 DNA wird beispielsweise in einen geeigneten Vektor, beispielsweise in einen Expressionsvcktor, ubcrfuhrl und durch 
Transformation, Transfekuon oder Infektion in eine Wirtszelle eingebracht. Die Verhindung mit rcgulaiorischen Scqucn- 
zen, die die Expression der heterologen mutierten DNA gezielt steuern, ist sclbstvcrstiindlich vortcilhaft. 

Als Wirtszelle kann eine hohere Eukaryontenwirtszelle, beispielsweise eine Saugerz.elle, oder eine nicdere Eurkaryon- 
tenwirtszelle, beispielsweise eine Hefezelle. oder eine Prokaryontenzelle, beispielsweise eine Baktericnzclle. cingcsctzi 

45 werden. Ein Beispiel fur eine mogliche bakterielle Wirtszelle ist E. coli oder B. subtilis. Auch zelifreic Translationssy- 
steme zur Herstellung der Proteine unter Verwendung von RNA. die sich von der DNA der vorliegcndcn Erfindung ab- 
leitet, ist moglich. Geeignete Klonierungs- und Expressionssysteme sind in verschiedenen Handbiichcrn zur Molckular- 
biologie, Biotechnologie und Gentechnologie beschrieben. Beispiele hierfur sind Sambrook el al., 1989 und Ausubel ct 
al., 1994. 

50 Die vorstehend allgemein dargestellte Erfindung wird nachfolgend anhand eines Ausfuhrungsbcispiels und der hcilie- 
genden Zeichnungen naher erlaulert. Das Beispiel ist als eine mogliche Form der Erfindung zu verstchen, und die Erfin- 
dung ist nicht auf diese besondere Ausgestaltung beschrankt. 
Die beiliegenden Abbildungen zeigen: 

Abb. 1 : Oligonukleotide fiir die Assemblierung der Gamma- Kristallin-Mutanten. 
55 Abb. 2: Schematische Darstellung der Oligonukleoudassemblierung und nachfolgcnder PGR an Streptavidin bclade- 
nen Magneuc Beade (MB). Die mit X gekennzeichnelen Stellen markieren die randomisicrten Aminosaurcposiuoncn. 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Amplifizierung der nicht mutagenisierten Region des Gamma-IT-Kristallins. 

Abb. 4: Oligonukleodde fur die Amplifizierung der nicht mutagenisierten Region des Gamma-II-Kristallins. 

Abb. 5: Schematische Darstellung der pCANTAB 5E- Gamma-II-Kristallin-Exprcssionskasscttc. g3-SS: Signalpcn- 
60 tidsequenz des Phagenproteins G3; E-Tag: 11 Aminosauren fur den immunologischcn Nachweis; fd Gen 3: minor coal 
Protein 3 des filamentosen Phagen Ml 3. 

Abb. 6: Polyklonaler Phagen-ELISA mit angereicherten Phagen nach dem 3. Panning. Die Mi krotiterpl alien wurden 
entweder mit dem Konjugat BSA-Beta-Estradiol 17-IIemisuccinat oder als Kontrolle nur mit BSA beschichtet. Nebcn- 
einander dargestellt ist die Bindung der Gamma-II-Kristallin-Wildtyp- Phagen (GG-WT), der Phagen aus der Ausgangs- 
65 bank (GGUG-1) und der durch wiederholtes Panning angereicherten Phagen (E-17 Phagen) an das jewcilige Antigen. 

Abb. 7: Panielle DNA-Sequenz der BSA-Estradiol-17-Hemisuccinat bindenden Gamma- II-Kristallin-Mutanie 12A 
(Mu 12A) im Phagemid pGGKT 8-3 bzw. des Gamma-II-Krisiallin Wildtyps (WT) in pCANTAB 5E. Kursiv und untcr- 
strichen sind die eingefuhrten Schnittorte Sfi I (5') bzw. Bst EH (3') markiert. Fett gedruckt sind die Kodons der rando- 
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misierten Aminosaurepositionen. 

Abb. 8: Abgeleitete Aminosauresequenzen derBSA-Estradioi-17-Hemisuccinat bindendcn Gamma-II-Krisialiin-Mi:- 
tante 12A (Mu 12A) und des Gainma-II-Kristaliin Wildtyps (W T) nach Expression in den Phagemidcn und Abspaitur.g 
des Signalpeptides. Die randomisierten Aminosaureposiiionen sind feu und tatsachlich ausgetauschie Aminosauren ten 
und unterstrichen gekennzcichnct. Durch den Sfi I-Schnittort N-tcrminal zusatzlich cingefuhnen Aminosauren und die 5 
C-terminale E- Tag-Fusion sind kureiv und unterstrichen dargcstclit. 

Abb. 9: Sequenz der fur die Klonierung von Mu 12A und Gamma-II-Kristallin in den Vcktor pET-20b vcrwcndeien 
Primer. 

Abb. 10: Abgeleitete Proteinsequcnz der BSA-Estradiol-17 bindendcn Mutantc 12A und des Gamma-II-Knstalhns 
nach Expression in pET-20b. Die randomisierten Aminosaurepositionen sind feu und tatsachlich ausgctauschte A:n;n^ w 
sauren fett und unterstrichen gekennzeichnet. Durch die Klonierung zusatzlich eineefuhrie C-terminale Aminosauren 
einschlieBlich der 6 Histidinreste sind kursiv und unterstrichen dargcstclit. 

Abb. 11: Konzentrauonsabhangige Bindung der Mutante 12A an das Konjugat BSA-Beta-Estradiol 17-Hemisuccinat. 
Untersucht wurde die Bindung der Mutante (12A) und des Gajnma-II-KrisiaUins (WT) an das Konjugai ^BSA-Estc V) 
und ais Kontrolle an BSA. l> 

Abb. 12: Stabilital der Mutante 12A gegenuber dem Denaturierungsmiiiel Guanidin. Dargesielh sind die Emissions- 
maxima nach Inkubation der gereinigten Proieine der Mutante 12A und des Gainma-II-Kristaluns mil versehiedenen 
Konzentrationen an Guanidin und nach versehiedenen Zeiien. 

BEISPIEL ^ 



Herstellung einer Gamma- Kristallin-Mutante mit spezifischer Bindung an das Hormon Estradiol 

Das Design von neuartigen Beta-Faltblatt-Proteinen mit Antigenbindungseigenschaften wird anhand der Isolierung ei- 
ner Mutante des bovinen Gamma-B-Kristallins (Gamma-II), die spezifisch an das Hormon Estradiol bindel, ge/eigt. 25 
Durch gezielte Veranderung von ausgewahlten Aminosiiurepositionen eines oberfiachenexponierten Bcta-Faltblattes 
wurde ein neuartiges, stabiles Protein mit Beta-Faltblattstruktur und spezifischen Bindungseigenschaften hergcstellt. 
Nach Auswahl der fur eine Mutagenese geeigneten Region bzw. Aminosauren im Beta-Faltblatt erfolgt cine onsspezifi- 
sche Mutagenese auf DNA-Ebene, die Herstellung einer Beta-Faltblatt-Mutanten-Bank in einem Phagemid, welches die 
Expression und nachfolgende Selektion auf neuartige Bindungseigenschaften der Mutanten im Phage Display-System 30 
ermbglicht. Die isolierte Mutante wurde hinsichtlich ihrer neuen Eigenschaften mit dem Ausgangsprotein Gamma-II- 
Kristallin verglichen. 

Auswahl einer geeigneten Region fur die Mutagenese im Gamma-Kristallin 

35 

Basierend auf der Rontgenstruktur des Gamma-II-Kristallins (Wistow et al., 1983) wurde die N-tcrminaie Domane des 
Gamma-n-Kristallins (Acc. M16894) fur eine Mutagenese ausgewahlt. Insgesamt wurden dort acht Aminosauren iden- 
tifiziert, die ein zusammenhangendes Oberflachensegment ausbilden. Die ausgewahlten Aminosauren sind Bestandtcil 
eines Beta-Faltblatts und sollten nicht maBgeblich zur Strukturerhaltung beitragen. Es handclt sich urn Aminosaurcpos- 
itionen, die dem I^isungsmitiel und somit auch moglichen Bindungspartnem zuganglich sind. Die acht Aminosauren I ,ys 40 
2,Thr4,Tyr6,Cys 15,Glu 17, Ser 19, Arg 36 und Asp 38 umfassen cine Fliiche von ca. 6A c /r der Gcsamtoberflachc des 
Proteins. 

Herstellung eines DNA-Pools an mutierten Cjamma-II-Kristallin-Genen 

AS 

Durch eine ortsspezifische Mutagenese wurden die acht Aminosaurepositionen randomisiert. Damit konnen 2.6 x 1() 10 
verschiedene Proteinspezies gebildet werden. Der zu mutagenisierende Bereich wurde auf DNA-Ebene durch /.usam- 
menlagerung einzelner Oligonukleotide erhalten. Nachfolgend erfolgte die Klonierung in ein fur die Selektion im Phage 
Display-System konstruiertes Phagemid. 

50 

Oligoasseinblierung 

Fur die Mutagenese wurden 227 bp, die den 5'-Bereich der Gamma-Kristallin-Mutantcn mit den acht randomisierten 
Aminosaurepositionen sowie geeignete Restriktionsschnittorte enthielten, an einer Fcstphasc asscmblicrt. Insgesamt 
wurden dafiir 10 einzelne Ohgonukleotide verwendet. wovon drei die randomisienen Aminosaurepositionen enthielten 55 
(Abb. 1). An den 8 zu mutagenisierenden Positionen wurde bei der Primersynthesc das Nuklcotidgemisch NN(T/G) cin- 
gesetzt, wodurch theoretisch an einer Position 32 verschiedene Kodons cntstehen (vgl. Nord ct al., 1997). Zu Beginn der 
Assemblierung wurden biotinylierte Oligonukleotide an mil Streptavidin beladcne Magnetic Beads (MBs) der Finna Dy- 
nal (M-280) angelagert. Nach mehreren Anlagcrungs-. Ligations- und Poly meraseschri lien konnte der an der Festphase 
assemblierte Pool an mutagenisienen Regionen des Gam ma-Kris lallins durch PCR arnplifiziert werden (Abb. 2). Die ca. 60 
250 bp langen PCR-Produkte enthielten 5' eincn Sfi I- und 3' einen Bst Ell-Schnittort. 

Alle fur die Assemblierung verwendeten Oligonukleotide wurden auf eine Konzentration von 100 pmol/pl cingestellt. 
Zuerst wurden die Primer GCLIE1B und GCLEE2P assemblien. Dafur wurden jewcils 4 ul der Primer mit 36 ul Wasch- 
und Bindungspuffer (WB-Puffer: IM NaCl. 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) versetzt und fiir 5 min bci 70°C in- 
kubiert. Nach Vereinigung der beiden Primer und weiterer 5-minutiger Inkubation bei 70°C wurde das Pri merge mi sen 65 
langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. 4 pi des GCLIE1B/GCLIE2P-Primerhybrids wurden mit 56 pi WB-Puffer vcr- 
mischt und zu 300 ug der Streptavidinbeladenen MBs, die zuvor mit Wasch- und Bindungspuffer gewaschen wurden. ge- 
geben. Nach einer 15-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte ein Waschen der MBs mit WB- und TC-Puffcr 
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(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA). Zu den mil dcm 1. Primcrhybrid gckoppcltcn MBs wird cin Primer- Bruckcn- 
fragment gegeben, welches wie folgt hergestellt wird: 4 pi des Primers GCLIB4P bzw. GCU5P werden mit 3o ul 1 x Li- 
gauonspuffer der Fa. GIBCO BRL (50 mM Tris-HCl pH 7,6. 10 m\l MgCi 2 , 1 mM ATP. 1 mM D IT. 5* ^wlv) Pol>- 
ethylenglycol-8000) vermischl. Nacb einer 5-minutigen Inkubation bei 70°C werden beide Ansatze vereinigt. weitcre 
5 5 min bei 70°C inkubiert und auf Raumtemperatur abgckiihli. Zu dcm Gcmisch werden 4 pi GCU3P und 16 pi 1 x Li- 
gauonspuffer, die zuvor wiedcrum fiir 5 min bei 70°C inkubicn wurden. gegeben. Nach Zugabc von 12 units T4-DNA- 
Ligase (Fa. GEBCO BRL) und 8 pi 1 x Ligaiionspuffcr wird dcr Rcakiionsansaiz fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubicn. 
12 pi dieses GCTJE3P/GCLIE4P/GCTJ5P-Bruckcnrragmcntcs werden mit 54 pi 1 x LigationsputYcr souic o units Li- 
gase versetzt, zu den gewaschenen MBs, die das erste Primcrhybrid cnthaltcn, gegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur 
10 inkubiert. Nach der Ligaiionsreakuon werden die MBs zwcimal mit TE- Puffer gewaschen und in t>4 pi 1 x Ligationspu:- 
fer mit 8 pi Ligase aufgenommen. Die MBs werden dann mil 8 pi des assemblierten Primergcnnsches 
GCLI6P/GCLIB7P versetzt, deren Assemblicrung zuvor analog dcr von GCLIB4P/GCLI5P crfolgte. Die Ligation 
wurde wiederum fiir 1 h bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Nach einem zweimaligen Waschen der MBs in TE-PulYcr 
werden 12 pi des 2. Briickenfragmentes GCLIB8P/GCLIE9P/GCLIE10 zugegeben und fiir 1 h iigiert. Die Herstellung 
15 des 2. Briickenfragmentes erfolgt analog zum 1. Briickentragment, wobei GCTJE9P und G CUE 10 zuerst asscmbhen 
und im zweiten Schritt mit GCLI8P Iigiert werden. Die MBs mit den immobilisierten Primem werden danach wiederum 
mit TE-Puffer gewaschen. Die nachfolgende DNA-Polymerase- und Ligasereaktion fulll die Liickcn ini Zweitstrang auf. 
Die MBs werden dafur fur 30 min bei 37°C in dem folgenden PufTergemisch inkubiert: 52.5 pi H : 0, 6 pi Puffer I. Fa. 
Boehringer (100 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM MgCl 2 . 10 mM Dithioerythritol), 0.5 pi dNTPs (25 inM jedes dNTP) 
20 und 1 pi 2 units Klenow-Fragment (Fa. Boehringer). Die Ligationsreaklion schlieBt sich nach zweimaligen Waschen der 
MBs mit TE-Puffer fur 1 h bei Raumtemperatur an. In einem 100 pl-Ansatz befinden sich 10 units Ligase. Nach einem 
zweimaligen Waschschritt mit TE-Puffer wird der nicht kovalent an die MBs gebundene DNA-Strang durch Behandlung 
mit 40 pi 0,1 M NaOH fiir 30 s entfernt und die MBs in 60 pi TE resuspendiert. Die PCR zur Amplifuierung der Bank 
wird mit den MBs als Template durchgefuhrt. Die PCR-Reaktion (50 pi) wird wie folgt angesctzt: 6 pi MBs. 5 pi 10 x 
PCR-Reaktionspuffer der Fa. Slraiagenc (100 mM KC1, 100 mM (NH^O* 200 mM Tris-HCl pH 8,75. 20 mM 
MgS0 4 , 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA), 1 pi (2,5 units) Pfui-DNA Polymerase (Fa. Stratagene), 0.5 pi dNTPs 
(25 mM jedes dNTP), 0,35 pi GCLTE1B, 0,35 pi GCLIA1 IB und 36,8 pi H 2 0. Die PCR crfolgte in 35 Zyklen mil einem 
Primer-Annealing bei 55°C fiir 1 min, einer Polymerasereakuon bei 72°C fur 1.5 min, einer Denaturierung bei 95 n C fur 
1 min und einer abschlieBenden Polymerase-Reaktion fiir 5 min bei 72°C. 

Herstellung des Phagemids pGCKT 8-3 . 

Ausgehend von dem Phagemid pCANTAB 5E (PRAS-Kit der Fa. Pharmacia Biotech) wurde ein Phagemid-Derivat 
fur die Klonierung der Gamma-II-Kristallin-Mutanten-Bank konstruiert. Der gesamte 3'-Bereich des Gamma-TI-Kristall- 
35 lins (C-terminale Domane) und der nichtmutagenisierte 5'-Bereich wurden mittels PCR unter Nfcrwendung des Plasmids 
pGll (Mayr et al., 1994) als Template und der Primer GDNORNOT und GCBACKSfiBst amplifizicrt (Abb. 3, 4). 

Die durch die Primer eingefuhrten Sfi I- (GCBACKSfiBst) bzw. Not I-Schnittorte (GDNORNOT) crmdglichcn die In- 
sertion des PCR-Produktes in das Phagemid pCANTAB 5E. Mil dem Primer GCBACKSfiBst wurde /.us at /.I i ch ein Bst 
En-Schnittort in das Gamma-Kristallin-Gen integriert, der die Klonierung dcr muticrtcn Gamma-Kristallin-DNA-Frag- 
40 mente erlaubt. Die de novo-Einfuhrung des Schnittortes fuhrt nicht zu einer \fcranderung der Aminosauresequcnz im 
Gamma-n-Kristallin. Das PCR-Produkt wurde nach Sequenzierung als Sfi 1/Not I-Fragmcnl in das Sfi I/Not I geschnit- 
tene Phagemid pCANTAB 5E kloniert. Das so konstruierte Phagemid pGCKTS-3 war Ausgangspunkt fiir die Herstel- 
lung der Gamma-n-Kristallin Phage Display-Bank. 

45 Herstellung der Gamma-Kristallin-Mutanten-Bank und Klonierung des Wildtyp-Gamma-TT-Kristallins 

Das Phagemid pGCKT 8-3 wurde mit den Rcstriktionsenzymcn Bst ETI und Sfi I geschnitten und einer Phosphatase- 
behandlung unterzogen (shrimps Phosphatase, Fa. USB). Die DNA wurde nach den cinzelnen Spallungcn gclclcklropho- 
retisch aufgeirennt, die gespaltenen Vektor-Fraktionen ausgeschnitten und mittels Elcktroclution aus den Agarosegelen 

50 isoliert. Vor jeder weiteren enzymanschen Behandlung erfolgte eine Phcnol/( Chloroform- Ex trakti on und cine Fallung der 
DNA mit Glycogen. Der mittels PCR amplifizierte DNA-Fragmenipool, der die muiienc Region des Gamma-n-Krislall- 
lins enthielt, wurde mit den Restriktionsenzymen Sfi I und Bst EH gespalten. Fur die Ligauon der KCR-Produktc in das 
vorbereitete Phagemid pGCKT 8-3 wurden insgesamt 440 ng Phagemid und 1 10 ng PCR-Produkt eingesetzt. Die Liga- 
tionen erfolgten mit insgesamt 44 units T4-DNA-Ligase (Fa. GIBCO BRL) in 20 pi- Ansatzcn bei 1 6°C ubcr Nacht. Nach 

55 einer 20 minutigen Inaktivierung der Ligase bei 70°C wurden die Ligationsreaktionen fur 1 h durch Tropfcndialyse ent- 
salzt. Jeweils 30 pi elektrokompetenter E. coli-TG 1-Zellen wurden mit jc 15 pi der dialysicrtcn Ligationen transfor- 
mieri. Die Herstellung der elektrokompetenten Zellen und die Transformation erfolgten wie im Manual des PRAS-Kit 
beschrieben. Die transformierten Zellen wurden auf den Glukose- und Ampicillin-OOO pg/ml)enthaltenden SOBAG* 
Platten (siehe Manual des PRAS-Kits, Fa. Pharmacia-Biotech) auspiattiert und bei 30°C uber Nacht inkubiert. Die hcr- 

60 gesteUte Bank GCUC-1 umfaBte 250.000 Originalklone. Die Klone wurden mit 2 x YT- Medium (siehe Manual dcr 
PRAS-Kits), welches 1% Glucose und 20% Glycerin enthielt, abgeschwemmt, ahiquoticrt und bei -80°C gclagcrt. Dcr 
Amplifikationsfaktor der Bank wurde mit 7 x 10 6 bestimmt. Der Anteil an rekombinanten Klonen in der GCUC-1 -Bank 
betrug 97%. Die Sequenzierung zufallig ausgewahlter Klone ergab, daB an den randomisicrtcn Aminosaurcpositioncn 
Kodons mit der erwarteten Varianz eingesetzt wurden. Mittels Western-Blot- Analysen wurden in der Bank Exprcssions- 

65 raten von 30-60% nachgewiesen. 

Fur Kontrollexperimente wurde die Gamma-II-Kristallin-DNA wurde mil den Primem GDNORNOT (5' GAGT- 
CATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC 3') und GCBACKSFI (5* CATGCCAT- 
GACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGGGAAGAT CACTTTTTACGAGGAC 3') und dem Plasmid pGH Mayr et al., 
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1994) als template amplifiziert. Das sequenzierte PCR-Produkt wurde nach Spaltung mil den Rcstriktionscndonuklcasen 
Not I und Sfi I in das ebenfalls Sfi I/Not I geschnittene Phagemid pCANTAB 5E kloniert. 

Aufbau des Phage Displays und Selection auf neuartige Bindungseigenschaften 

Zur Selektion von Gamma-Kristallin-Mutantcn auf Bindungseigcnschaftcn wurdc das kommcrzicll crhalilichc Phase 

i verwendct. In dem verwendeten Phagcmidcn pCANT-VB 5H <AVild- 




sionicrt (Abb. 5). In Abhangigkc. 
entweder erkannt (E. coli-HB 2151) und die Gamma- Kristalline werden nach Abspaltung des bignalpepuaes ins 1 en- 
plasma sekretiert oder uberlesen (E. coli TG 1) und die Gamma-KristaUinc werden als Fusion mil dem minor coal l>roiein 
des filamentosen Phagen M13 synthetisiert und nach Abspaltung des Signalpepudes in der inneren Phismamcmbran dcr 
E. coli-Zelle verankert. Nach Zugabe eines Helferphagen konnen rekombinanie Phagen gebildei werden, die aut lhrer 
Oberflache die Garnma-H-Kristallin-Varianten exponieren. 

Optimierung der Anzuchtbedingungen fiir die GCUC-l-Bank und die Gamma-n-Krisiallin-Wildiyp-Phagen 

Unter den im PRAS-Manual beschriebenen Anzuchtbedingungen wurden keine rekombinamen Phagen erhalten. bei 
denen mittels Westem-Blot-Analvsen die erwarieten Fusionsproteine (Ganuna-n-Krisialiin/Protein 3) nachgewiesen 
werden konnten. Erst durch Zugabe von reduzienem Glutaihion (GSH) wiihrend der Phagenbildung wurde der Redox - 
zustand im Peripiasma derBakterienzelle verandert und somit giinstigere Bedingungen fur die Phagenassemblierung ge- 
schaffen. Bei Verwendung des Gamma-n-Krisiallin-Klons konnlen rekombinanie, das Fusionsproiein tragende Phagen 
nur bei Zugabe von GSH nachgewiesen werden. Mil steigender GSH-Konzentration stieg auch der Anteil der Gamma-II- 
Kristallin-Phagen. Die oplimale GSH-Konzentrauon wurde mil 8 hiM beslimmi. Eine Ursache fur die schlechie Expres- 
sion des Gamma-Kristallins auf der Phagenoberflache ohne Zugabe von GSH konnie der hohe Anteil an reduzierten Cy- 
steinen (7) im Gamma-Kristallin sein. Bei Eintritt des teilweise entfalteten Gamma-Kristallins in das Peripiasma konnie 
es unter den dort vorherrschenden oxidauven Bedingungen zur Misfaliung und Aggregalbildung durch Disulhdbrikken- 
bildung kommen. Dadurch konnte auch die Phagenassembherung unterdriicki werden. Bei Verwendung von Proleinen 
mit reduzierten Cysteinen im Phage Display System kann mogiicherweise genereU durch Zugabe von GSH die Bildung 
rekombinanter Phagen verbessert werden. 

SelektionsprozeB mit der GCUCI-Phagen Display Bank 

Fur das Screening der GCUC-l-Bank wurde alle verwendelen Glasgerate fur 4 h bei 200°C und Plastik- Material mit 
Helipur fur 1 h sterilisiert. Das Panning der GCUC-l-Bank erfolgte mit BSA-Beta- Estradiol 17-Hcmisuccinat (Fa. 
Sigma) als Antigen. Fur das Panning wurden Mikrotiterplatten (Maxisorp Fa. NUNC) als Festphase verwendct. Die 
Stringenz der Waschschritte wurde im Verlauf der 3 Panningrunden gesteigcrt. Fur die erste Anzucht wurden 100 nil 2 x 
YT-Medium mit 2% Glukose und Ampicillin (100 ug/ml) mit 50 ul der GCUC-1 Bank inokulicrt. Die Bakicricn wuch- 
sen bei 37°C und 300 rpm bis zu einer OD 600 von 0,4. Tn 10 ml dieser Bakterienkultur wurden 800 ul M13K07-Hcltcrp- 
hage (1 x 10 11 pfu/ml, GIBCOBRL) gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fiir 30 min ohne und fur weiiere 30 nun 
mit leichtem Schutteln (50 rpm). Das Bakterienpeliet wurde durch Zentrifugation fiir 20 min, 1.500 rpm (Sorvall SS 34 
Rotor) bei Raumtemperatur erhalten und in 100 ml 2 x YT-Medium mit 8 mM GSH, 1 00 ug/ml Ampicillin und 50pg/ml 
Kanamycin aufgenommen. Die Bildung der rekombinanten Phagen erfolgie durch Ubcmacht-Kultivicrung bei 30°C und 
300 rpm. Der Uberstand mit den rekombinanten Phagen wurde durch eine zweimalige 15-minutige Zentrifugation bei 
10.800 g und eine anschlieBende Filtration (PorengroBe 0,45 pm) erhalten. Die Konzcntricrung dcr Phagen erfolgte 
durch Zugabe von 1/5 PEG/NaCl-L6sung (20% PEG-8000, 2,5 M NaCl) zum Uberstand, einer einsttindigen Inkubation 
auf Eis, sowie zweimaliger 30minutiger Zentrifugation bei 4°C und 3.300 g. Das erhaltene PhagcnpcUct wurde in 4 ml 
PBS pH 7,2 suspendiert und restliche Zellbestandteile durch eine Zentrifugation (10 min, 11.600 g. Raumtemperalur) 
abgetrennt. Fiir den SelektionsprozeB (Panning) wurde 1 ml der konzentrierten Phagen mit 1 ml einer 6%igen BSA-L6- 
sung (6% BSA in PBS, pH 7,2) vermischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jcwcils 100 ul dcr so bchandcl- 
ten Phagen wurden zu den wie folgt vorbereiteten, Antigen-beschichteten Mikrotiterplattenverticfungcn, gegeben. 
NUNC-Maxisorp-Mikrotiterplatten wurden iiber Nacht mit dem Antigen BSA-Beta- Estradiol 17-Hcmisuccinai be- 
schichtet. Insgesamt wurden 10 Vertiefungen mit je 100 ul der Antigenlosung (100 ug/ml in PBS pH 7.6) vcrsctzt. Die 
uber Nacht bei Raumtemperatur beschichteten Vertiefungen wurden dreimal mit PBS, pH 7,6 gewaschen. Das Absalti- 
gen freier Bindungsstellen erfolgte durch Fullung der Vertiefungen mit einer 3%igen BSA/PBS, pll 7,2-Losung fur 2 h 
bei Raumtemperatur. Vor Zugabe der BSA-behandelten Phagen wurden die Vertiefungen zweimal mil einer PBS-Losung 
(pH 7,2) gewaschen. Das Panning erfolgte durch 30-minutiges icichtes Bewegen der Mikroutcrplatic (20 rpm) und cine 
nachfolgende 90-minuuge Inkubation ohne Schutteln bei Raumtemperatur. Unspczifisch gebundene Phagen wurden 
durch 10-maliges Waschen mit PBS, pH 7,2/0,1% Tween-20 und 10 maliges Waschen mit PBS, pll 7,2 cntfemt. Bin- 
dende Phagen wurden durch Zugabe und 10-minuuge Inkubation bei Raumtemperatur von jcwcils 100 pi 100 mM Tric- 
thylamin (frisch hergesteUt) pro Vertiefung cluiert. Eine Ncutralisierung dcr basisch eluicrten Phagen (1 ml) erfolgte 
durch Zugabe von 500 ul 1 M Tris-HCl pH 7,4. 750 pi dieser Phagen wurden fur die Infektion von 9 ml, auf Minimal- 
medium-Platten angezogenen TG-l-Zellen mit einer OD 600 von 0,4-0,5 verwendct. Dafur wurden die Baktcrien mit den 
Phagen fur 30 min bei 37°C inkubiert. Besonders starke Binder, die durch die Triethylamin-Behandlung nicht von dcr 
Mikrotiterplatte entfemt wurden, konnten durch direkte Infektion von TG-l-Zellen gesichcrt werden. Da^r wurden jc- 
weils 100 pi der angezogenen TG-l-Zellen zu den Vertiefungen gegeben. Nach einer 30-minutigcn Inkubaiion bci 37°C 
wurden die infizierten TG-l-Zellen abgenommen und mit denen der Infektion mit den eluicrten Phagen vcrcinigt. Die in- 
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fizierten Bakterien wurden auf 16 x 16 cm-SOBAG-Plattcn ausplatticn und iibcr Nacht bci 30°C inkubicn. Jcwciis 1 
der konzentrienen und eluienen Phagen wurde fur die Tuer-Besiimmung verwendei. Die erhaltenen Bakierienklone wur- 
den mit 12,5 mi 2 x YT, 20% Glycerin von den SOBAG-Platten abgcschwcmmi. Das 2. und 3. Panning cnclgic analog 
zum ersten mil den folgenden Anderungen. Die emeute Phagenanzucht erfolgte mil 20 ul der abgeschwemrmen Bank in 
5 20 ml Medium. 2 ml der angezogenen Bakterienkultur wurden fur die Infcktion mit dem Hclfcrphagcn verwendet tVcr- 
haltnis Bakterien/Phagen: 1/20). Das Waschen der Mikroiitcrplaitcn erfolgte bcim 2. Panning zucrst 1? ma! mil PBS/ 
Tween-20 und dann 10-mal mit PBS und bcim 3. Panning zucrst 20-mal mit PBS/Twccn-20 una dann 10-mal mil PBS. 

FT JSA zur Uberpriifung der Anrcichcrung und spezifischen Bindung 

10 

Der Nachweis der Anreicherung spezirisch bindender Phagen an das Antigen erfoigie mit einem polyklonalen Phagen- 
ELISA. Neben den eluienen Phagen wurden Phagen der Ausgangsbank GCUC-1 und des Wlldtyp-Gamma-II-Knstallins 
als Vergleich getesiei. NUNC-Maxisorp-Platten wurden mit 100 m 1 BSA-Esiradiol-17-Hemisuccinai odcr BSA in einer 
Konzenu-aiion von 2 ug/ml PBS pH 7,6 liber Nachl bei Raumtemperatur beschichlei. Nach 3 maligem Waschen der Ver- 

15 liefungen mit PBS, pH 7,6 erfolgte ein Blocking fur 2 h bei 37°C mit 39c Trockenmilchpulvcr (GliicksklecVPBS. pi I 7.2 
und nochmaliges (3 x) Waschen mit PBS, pH 7,6. Die nach der Phagenanzucht isolierten, nichl konzentrienen, rekom- 
binanten Phagen wurden zunachst fiir 1 h bei Raumtemperatur geblockt (1:1 Mischen nut 6<7cigein Trockenmilchpulvcr 
(Marvel) / PBS pH 7,6. 100 pi der geblockten Phagen wurden pro Veniefung aufgetragen und fiir 1 h bei 37 C C inkubien. 
Nach einem jeweils 3-maligen Waschen der Veniefungen mil PBS/Tween-20 und PBS erfolgte cine Inkubaiion nut dem 

20 anti-Ml3-Antikorper-POD-Konjugat (Fa. Pharmacia-Biotech, Verdunnung 1 : 5000 in 39c Glucksklec/PBSl fur 1 h bei 
37°C. Nach Waschen der Platten erfolgte der Nachweis des enzymgebundenen Antikorpers mit 100 jj1 Inimuno-Pure- 
TMB-Substrat (Fa. Pierce). Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 2M H : S0 4 abgestoppt und die Extinktion 
bei 450 nm besummt. Das Ergebnis der Anreicherung von Phagen nach dem 3. Panning, die an das BSA-Esirudiol-Kon- 
jugat binden, ist in Abb. 6 dargestellt. 

25 

Isolierung und Charakterisierung von Einzelphagen mil spezifischer Bindung an das Konjugat 

Von den nach dem 3. Panning erhaltenen Bakterienklonen wurden 80 Einzelklone ausgewahlt. \bn den Klonen wur- 
den Phagen isolien und im monoklonalen Phagen-ELISA hinsichtlich ihrer Antigenbindung einzeln getestet. Die An- 

30 zucht von einzelnen Bakterienklonen erfolgte in 100 ul 2 x YT-Medium mit 2% Glukose und 100 ug/ml Ampicillin iibcr 
Nacht bei leichtem Schutteln (100 rpm) in Polypropylen-Mikrotiterplatten (Fa. NUNC). 2 ul dieser Bakterienkulturen 
wurden 1 : 100 in dem gleichen Medium verdiinnt und bei 100 rpm bis zu einer OD 60 o von 0.4 bei 37°C kulnvicn. Pha- 
gen wurden, wie fur den SelektionsprozeB beschrieben. erhalten. Fur die Phagenanzucht wurden deep well Polypropy- 
len-MikroUterplatten der Fa. TECAN verwendet. Fiir den ELTSA wurden 200 ul des nach Zentrifugation erhaltenen Pha- 

35 geniiberstandes (nicht konzentriert) mit 40 pi 6xPBS/l8% Marvel fur 1 h bci Raumtemperatur geblockt. Von den 80 ge- 
testeten Klonen zeigten 30 eine deutliche Bindung der rekombinanten Phagen an BSA-Estradiol-17 und nicht an das par- 
allel getestete BSA. Phagen mit dem W r ildtyp-Gamma-II-Kristallin zeigte in einem Kon troll experiment keincrlei Bin- 
dung an BSA-Estradiol-17. 14 ausgewahlte Binder wurden mit den TRD S00 markierten Primcrn pC'ANRILAB {5' 
CCATGATTACGCC-AAGCTTTGGAGCC 3') und GCLISEQ (5' CTGAAAGTGCCX'tGTGTGTTGC 3') sequenzicri. 

40 Die Sequenzierung ergab nur in einem Fall eine Gamma- Kri stall in- Vari ante (Mu 12A), die ausschlicBlich in den achi 
randomisierten Aminosaurepositionen mutien war. Eine Reihe von Klonen zeigte Verschiebungen im Ixserahmen, die 
zwar theoretisch fiir ein funktionelles Protein, allerdings nicht ausschlicBlich Vcranderungcn in der crwartcten Region 
des Gamma-Kristallins aufwiesen. Diese frame shift-Mutanten wurden nicht weiter verfolgt. 

45 Charakterisierung der Beta-Faltblatt-Mutante 12A 

Die Expression des Fusionsproteins Mu l2A-minor coat Protein 3 auf der Oberflache der rekombinanten Phagen so- 
wie die Expression von Mu 12A in dem E. coli-Stamm HB 2151 wurde mittels Western-Blot-Analyscn untcr Vcrwcn- 
dung des Anti-G3P- bzw. des Anti-E-Tag-Antikorpers (Fa. Pharmacia-Biotech) nachgewiescn. Die DNA-Sequenz der 

50 Mutante 12A im Phagemid pGCKT 8-3 und des Gamma-II-Kristallin-Wildtyps ist in Abb, 7 dargestellt. Die DNA-Se- 
quenz beginnt mit dem Sfi I-Schnittort, der bereits im Ausgangsphagemid pCANTAB 5E vorhanden ist, und endet im 
Falle von pGCKT 8-3 mit dem in das Gamma-II-Kristallingen neu eingefiihnen Bst Ell-Ort bzw. der urspriing lichen Se- 
quenz im Falle des Gamma- II- Kristallin-Wildtypgens. In Abb. 8 sind die daraus abgeleitetcn Aminosaurcscqucnzcn dar- 
gestellt. Die Kodon-Randomisierung in Aminosaureposition 36 fuhn nicht zu einer Veranderung der Aminosaure Argi- 

55 nin in dieser Position. Die Computer-Modellierung der Mutante 12A zeigt, daB die Aminosaureaustauschc nichl zu gro- 
Ben Veranderungen in der Proteinstruktur im Vergleich zum Ausgangsprotein fiihren. Allerdings kommt es zu einer po- 
siuven Verschiebung der Nettoladung: 

Expression von Mu 12A in pET 20b 

60 

Fiir eine ausfuhrliche Charakterisierung der Mutante 12A erfolgte eine Umklonicrung der DNA in das Plasmid pET- 
20b (Fa. Novagen). Das Plasmid ermog lie ht eine hohe Expression der rekombinanten DNA in dem E. coli-Stamm BL 21 
sowie eine leichte Reinigung der Fremdproteine. Gene werden hier ohne Signalpeptid mit einer Cterminalcn Fusion von 
6 Histidinresten exprimiert. Die DNA der Mutante 12A und des Gamma-II-Krisiallin-Wildiyps wurden mittels PGR un- 
65 ter Verwendung der entsprechenden Phagemid-DNA und der Primer GC 20bbackl2A/GC for 20b fiir die Mutante 12A 
und GC 20bbackWT/GC for 20b fiir den Wildtyp amplifizien (Abb, 9). Die PCR-Fragmente wurden mit den Rcstrikti- 
onsendonukleasen Nde I und Bam HI gespalten und in den Nde 1/Bam HI geschnittenen Vcktor pET 20b klonien. Die 
theorelische Aminosauresequenz der Mutante 12 A bzw. des Gamma-II-Kristallins nach Expression in pET-20b in Abb. 

in 
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10 dargestellt. Die ersten 10 N-tcrminalen Aminosaurcn der Mutantc 12 A wurdc durch N-icrminalc Protcinsequenzie- 
rung bestatigt. 

Anzucht und Reinigung der Mutanie und des Wildtyps in pET 20b 

Furgenaue Untersuchungen der Bindungseigenschaften und der Stabilitat der Mutantc wurden groBc Mcngcn an Pro- 
tein der Mutanie 12A und des Wildtyps hergcstcllt. BL 21-Zcllcn wurden mil den Piasmidcn pET-20bLMu 12A b/w. 
pET-20bbGamma-n-Kristallin transformicrt. Fur die Anzucht der Klonc wurdc cine \\Drkuliur 1 : 100 mil LB-Mediunv 
100 ug/ml Ampicillin verdunnt und die Kultur bei 37°C bis zu cincr ODeoo von 0.5 bci 200 rpm gcschuttclt. Die Hxprcs- 
sion der Gamma-Kristalline wurde durch Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzcntration) induzicn. Die weitcrc Kuhivic- 
rung erfolgte uber Nacht bei 30°C und 200 rpm. Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation bci 4°C 0.000 rpm 
(Sorvall GS3 Rotor) fur 10 min geerntet. Das Zcllpeliei wurdc in 30 mi 2 x PBS untcr Zugabe von 150 ul 200 mM PMSF 
und 10 pi DNAse (Fa. Boehringer) suspendiert. Es erfolgte ein zweimaliger Zellaufschluss mit der Gauiinpressc bei 
800-1000 PSIG. Der Ubersiand mit den loslichen Proieinen wurde nach Zentrifugation der Zellsuspension fur 1 h bci 
4°C und 20 000 rpm (Sorvall SS 34 Rotor) erhalten. Die Reinigung der mit 6 Histidinresten fusionienen Gamma- Kris lal- 
line erfolgte iiber Affinitatschromatographie bei 4°C. 8 ml Ni-NTA wurden mit 50 ml 2 x PBS/10 mM Imidazol aquih- 
briert. Der Uberstand mit den loslichen Proteinen wurde dann im Batch- Verfahren mil dem aquilibrierten Saulenmaienal 
uber Nacht auf einem Rollensch Littler lanesam bewegt. Nach Umfullen der Suspension in cine Chromatographiesaule er- 
folgte ein Waschen mit 2 x PBS/10 mM Irnidazol/300 mM NaCl. Die Eluuon des gebundenen Proteins erfolgte mil 2 x 
PBS/250 mM Imidazol. Dem eluienen Proteinen wurde DTT (Endkonzentralion lOmM) zugesetzt. AnschheBcnd er- 
folgten 2 Dialyseschritte bei 4°C fur jeweils 8 h: 1. mit 100 mM Na-Phosphatpufier pH 6,0/1 mM EDTA/1 mM DTT und 
2. mit 10 mM Na-Phosphatpuffer pH 6.0/1 mM EDTA. Der nach einer abschlieBenden Zentrifugation (4°C 30 min. 
20.000 rpm mit Sorvall SS 34 Rotor) erhaltene Uberstand enlhiell das gereinigte Proiein (Mu 12A bzw. Gamma-II-Kri- 
stallin), das fur Bindungs- und Stabilitatsuntersuchungen eingesetzt wurde. 

Fur die Testung der spezifischen Bindung der Mutanie 12A an das Konjugai BSA-Esiradiol-17-Hemisuccinai wurde 
ein EUSA durchgefuhrt, wobei steigende Konzentrationen an gereinigtem Protein der Mutanie 12A-His-Tag eingeseizi 
wurden. Als Kontrolle wurden steigende Mengen an Gamma-II-Krisiallin-Wildiyp (ebenfalls mil His-Tag) eingesetzt so- 
wie die Bindung beider gereinigter Proteine an BSA getesiet. Der konzentraiionsabhangige ELISA wurde mil NUNC- 
Tm-Platten durchgefuhrt. Die AnUgen-Beschichtung mit dem BSA-Estradiol-17-Hemisuccinat-Konjugat bzw. dem BSA 
erfolgte uber Nacht bei Raumtemperatur. Die Beschichtung erfolgte mit jeweils 100 pi Antigen in einer Konzcntration 
von 20 ug/ml PBS pH 7,6. Nach Waschen (2 x PBS pH 7,6) und Blocken der Platlen (3% Marvel/PBS fur 2 h bei 37 n O 
wurden jeweils 1-13 pi der Proteinstammlosung (Konzentration 0,63 mg/ml) an gereinigter Mu 12A bzw. Gamma-II- 
Kristallin in insgesamt 100 pi Reaktionslosung (PBS, 3% Marvel, x pi Protein) gegeben und fur 2 h bei 37°C in den Ver- 
tiefungen inkubiert. Als sekundare Anukorper wurden der Tetra His Antikorper der Fa. Qiagen in einer Vcrdunnung von 
1 : 3000 und der Anti-Maus-POD- Antikorper (Fa. Sigma) in einer Verdunnung von 1 : 2000 eingesetzt. Die Aniikdrper 
wurden mit einer 3%igen Marvel/PBS -Los ung verdunnt, 100 pi zu den Vertiefungen gegeben und fur jeweils 1 h bci 
37°C inkubiert. Die Substratreaktion erfolgte wie fur den polyklonalen Phagen-ELISA beschrieben. Das Ergebnis dieses 
ELISA in Abb. 11 zeigt deutlich, daB nur mit steigenden Konzentrationen der Mutantc 12A steigende Hxtinkiionen ge- 
messen werden. Keinerlei Anstieg wurde mit dem Gamma-II-Kristallin festgestelll. Ebenfalls wurdc kcine Rcaktion mil 
BSA beobachtet. Damit ist die spezifische Bindung der Mutante 12A im Vergleich zum Ausgangsprotcin gczcigt. 

Fiir die Untersuchungen zur Stabilitat wurden Guanidin-Denaturierungskurven der Mutanic 12 A sowic des Gamma- 
TI-Kristallins aufgenommen. Dazu wurden die gereinigten Proteine in einer Endkonzentralion von 20pg/rnl mit steigen- 
den Konzentrationen an Guanidinium fur einen und fur drei Tage bei 20°C inkubiert. Insgesamt wurden 15 Guanidini- 
umkonzen trationen im Bereich von 0-5, 5 M in einer 1 mM DTT/0,1 M Na-Phosphat-PufTer pH 6,0-Losung eingcstclli. 
Von jedem Ansatz wurde nach einem bzw. drei Tagen ein Fluoreszenz-Emissions-Spcktrum von 300-400 nm aufgcnoni- 
men. Die Anregungswellenlange betrug 280 nm. In Abb. 12 sind die festgestellten Emissionsmaxima gegen die Guani- 
diniumkonzentrationen abgetragen. Die Stabilitat des Gamma-II-Kristallins ist sowohl bei einem als auch bei drei Tagen 
hoher als die der Mutante 12A. Im Vergleich zu Antikorpermolekulen weist die Mutanie 12A jedoch eine viel hohere Sta- 
bilitat auf. 
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50 55 60 

Asp Tyr Gin Gin Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser lie Arg Ser Cys Arg 
65 70 75 80 

Leu He Pro Gin His Thr Gly Thr Phe Arg Met Arg He Tyr Glu Arg 
85 90 95 

Asp Asp Phe Arg Gly Gin Met Ser Glu He Thr Asp Asp Cys Pro Ser 
100 105 110 

Leu Gin Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His Ser Leu Asn Val Leu 
115 120 125 

Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser Tyr Arg Gly Arg Gin 
130 135 140 

Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr Leu Asp Trp Gly Ala 
145 150 155 160 

Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val Met Asp Phe Tyr Ser 
165 170 175 

Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu Kis 
180 185 190 

His His His His His 
195 
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Patentanspruche 

1 . Protein mit Beta-Faltblatt-Struktur, dadurch gekennzeichet, daB oberflachencxponicrte Aminosauren in mindc- 
stens zwei oberflachenexponierten P-Strangen eines oberflachenexponierten Beta-Faltblatts gcziclt derart mutagc- 
nisiert sind, daB das Protein neue oder verbesserte spczifische Bindungscieenschaftcn odcr cine ncuc oder verbes- 
serte katalytische Aktivitat oder neue oder verbesserte Fluoreszenzeiger .naften aufweist. 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnct, daB es zur Gruppc dcr Kristallinc, Spherulinc, IlitzcstrcBpro- 
teine, Kalteschockproteine, P-Helix-Proteine. Lipocaline, Ccrtine, Fibronectinc oder Transkriptionsfaktoren gehort 
oder GFP, NGF, Tendamistat oder Lysozym ist. 

3. Protein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnct, daB es ein Kristallin aus Wirbclticrcn, Nagem. Vogeln 
oder Fischen ist. 

4. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnct. daB es ein Alpha-, 
Beta- oder Gamma- Kristallin ist. 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnct, daB es ein Gamma- 
II-Kristallin-Protein ist. 

6. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnct, daB das Protein in 
einem Losungsmittel und/oder einem Bindungs partner zuganglichen Bereich des Beta-Faltblatts mutagenisiert isl. 
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7. Protein nach cinem odcr mchrcrcn dcr vorhcrgchcndcn Anspruche. dadurch gckcnnzcichnei. das cs in eir.er (V 
Faltblatisiruktur einer Domane oder einer Uniereinhcii des Proteins muiagenisien is:. 

8. Protein nach cinem odcr mchrcrcn dcr vorhcrgchcndcn Anspriiche. dadurch gciccnn/ci jr.net. daB c< crCiamir.u- 
n-Kristallin ist. das durch Mutagenese einer oder mehrerer der Aminosauren L>s 2. Thr 4. T\ r o. C'ys (jIu 1 • 
Ser 19, Arg 36 und Asp 38 im Gamma-II-Krisiallin crhaltcn wurde. 

9. Protein nach cinem odcr mchrcrcn dcr vorhcrgchcndcn Anspriiche. dadurch gekennzeiehne:. daB das Protein i:r. 
Bcta-Faltblati so muiagenisien wurde. daB cs anukorpcrahnliche Bindungscigcnschar.cn odcr c-.r.j cn/\ :r.ut:scnc 
(katalvuschc) Akiivitai aufweist. 

10. Protein nach Anspruch S odcr 9. dadurch gckcnnzcichnei. daB cs Bindungsspezitita: fur Estradiol ode: cesser 
Konjugat BSA-£-Estradiol-17-Hcmisuccinat aufueisi. 

11. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. dadurch cekennzeienne:. aa. ; cs Bindunp- 
spezifitat fur Estradiol oder dessen Konjugat BSA-p-Estradiol-17-Hcmisuccinat autweisi mil dcr nachfoigender. 
Aminosaurensequenz: Vgl. Abb. 8 und 10. 

12. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekenn/.eichnet. da]? cs mil arv.c- 
ren Proteinen oder Nicht-Protein-Substanzen kombinien ist. 

13. DNA, die fur ein Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche kodien. 

14. RNA, die von der DNA nach Anspruch 13 abgeleitei ist. ^ ^ 

15. Prokaryotische oder eukaryotische Vekioren oder Zellen. enihahend eine DNA oder RNA nach Anspruch \s 
oder 14 oder Teile hiervon, die fur funkiionelle Bereiche des Proieins kodieren. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche mil den 
nachfolgenden Schritten: . 

a. Mutagenese der fur ein Protein mil Beta-Faltblatt-Struktur kodierenden DNA, m solchen Bereichcn, die tur 
mindestens zwei oberfiachenexponierte Bela-Sirange eines oberflachenexponierien Beia-FaUblatis kodieren. 

b. Expression der in Schritt (a) erhahenen Mutanten in einem geeigneten Expressionssysiem: und 

c. Selektion und Isolierung von Mutanten mil den gewunschten Bindungseigenschaften und/oder der ge- 
wunschten katalytischen Akii vital ; wahlweise 

d. Expression sowie Aufreinigung der im Beta-Faltblau mutierten Proteine. 

17. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet, daB die Mutagenese cine Mutagenese spe/ifischer Anu- 
nosaurepositionen (Ortspezifische Mutagenese) oder nichtspezifischer Aminosaurepositionen (Rundommulagc- 
nese) im Beta-Faltblatt umfaBt. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gckcnnzcichnei. daB die Mutan- 
ten im Schritt b) in pro- oder eukaryontischen Zellen. im zeUfreien System als Komplex mil Ribosomen oder aut der 
Oberflache von pflanzlichen oder tierischen Zellen. HefczeUen oder Phagen. Viren oder Baklerien exprimieri wer- 
den. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet. daB zur Selek- 
tion von Mutanten mil den gewunschten Bindungseigenschaften diese mil dem Bindungspartner in Kontakt ge- 
bracht und solche Mutanten isoliert werden, die die gewunschte Bindungsaffinitat aufweiscn. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren dcr vorhergehenden Anspriiche. dadurch gckcnnzcichnei. daB zur Selek- 
tion von Mutanten mil den gewunschten katalytischen Eigcnschaften diese mit ihrem Substrat in Kontakt gchracht 
und solche Mutanten isoliert werden, die die gewunschte katalvtischc Akti vital aufweiscn. 

21. Verwendung eines Proteins nach cinem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche in der Diagnosnk und 
Therapie, in der Kosmetik, dcr Bioseparation und Biosensorik und der SchadsiotTvcrringerung. 
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Abb. 1 



GCLIE1B: Biotin- 

CGCGCGCGTCTCACAAAGATACATGCCATGACTCGCGGCCCAGCC 
GCLIE2P: P- 

CCCCATGGCCGGCTGGGCCGCGAGTCATGGCATGTATCTTTGTGAGACGCGCGCG 
GCLI3P: P- GGCCATGGGGNNKATCNNKTTTNNKGAGGACCGGGG 
GCLIB4P: P- GTGGCCCTGGAAGCCCCGGTCCTC 
GCLI5P: P- 

CTTCCAGGGCCACNNKTACNNKTGCNNKAGCGACTGCCCCAACC 
GCLI6P: P- TGCAGCCCTATTTCAGCCGC 
GCLIB7P: P- 

GATGGAGTTACAGCGGCTGAAATAGGGCTGCAGGTTGGGGCAGTCGC 
GCLI8P: p- 

TGTAACTCCATCNNKGTGNNKAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAG 
GCLIE9P: P- CGCCCCAACTACCAGGGTCACCAGTACTTCCTGCGGC 
GCLIE10: 

GCCGCAGGAAGTACTGGTGACCCTGGTAGTTGGGGCGCTCATACAGCATC 
GCLIA1 1 B: Biotin- CCATCAGCCCCATCAGCGAACTTTGCCGCAGGAAGTACTGG 



P: Phosphat. N: A/C/G/T. K: T/G 



Abb. 2 



GCLISIB 




^cl: 



.ZAllB 
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Abb. 3 



GCFORNOT 



5< XXX XYY YY 



3' 



CCBACKSfiBst 



Abb. 4 



GCFORNOT: 5 1 GAGTCATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC 

3' 

GCBACKSfiBst: 5' 

GCGGCCCAGCCGGCCGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGTCACC 
AG 3' 
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Abb. 5 



Gamma-Kristallin 



E-Tag 



- - fd Gen 3 



amber Stop 



Abb. 6 



Polyklonaler ELISA nach dem 3. Panning 




GC-WT GCUC-1 E-17Phagen 
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Abb. 7 



Mu12A: 

GGCCCAGCCGGCC ATGGGGAGGATCAAGTTTAAAGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA 
CTATTACAGTTGCAATAGCGACTGCCCCAACCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAACT 
CCATCAGGGTGCTGAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCA G GGTCA 
CC 

WT: 

GGCCCAGCCGGCC ATGGGGAAGATCACTTTTTACGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA 
CTGCTACGAGTGCAGCAGCGACTGCCCCAACCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAAC 
TCCATCCGCGTGGACAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGC 
CACC 



Abb. 8 



Mu 12A: 

AAQPA MGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGH 
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ 
DRFHLTEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD 
FYAAAGAPVPYPDPLEPRAA 



WT: 

A4QPAMGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGH 
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ 
DRFHLTEVHSLNVLEGSVWLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD 
FYAAAGAPVPYPDPLEPRAA 



Abb. 9 



GC 20bbackWT: 5' GGGAATTCCATATGGGGAAGATCAC I I I I I ACG 3' 
GC 20bback12A: 5" GGGAATTCCATATGGGGAGGATCAAGTTTAAAG 3' 
GC for 20b: 5' CGCGGATCCGAATAAAAATCCATCACCCG 3' 
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Abb. 10 



Mu 12A-HIS: 

MGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGHQYFLR 
RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL 
TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMDFYSDP 
NSSSVDKLAAALEHHHHHH 

WT-HIS: 

MGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGHQYFLR 
RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRUPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL 
TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMDFYSDP 
NSSSVDKLAAALEHHHHHH 



Abb. 11 
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Abb. 12 
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